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Anotace
Green algae are quite important primary produaerfsesh waters. The gen@hlorella

represents one of algae most frequently utilizedlgal biotechnologies to produce biomass,
using either autotrophic or heterotrophic cultigatisystems. It is than exploited as a food
supplement for humans or animals. However, padicudpecies within the genus are
morphologically indistinguishable and molecular kems should be used to characterize
production strains. This work is aimed to moledylaharacterize three production strains of
Chlorella for patent protection purposes and to specifyrtipdiylogenetic and taxonomic

position.

Tato prace byla financovana z fikaich prostedki Laboratde molekularni taxonomie
(LMT).

ProhlaSuji, Ze jsem tuto magisterskou pragiracoval samostatn pouze s pouzitim
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souhlasim se zvejrénim své magisterské prace, a to v nezkracené gdéaiodowdeckou
fakultou, elektronickou cestou veregre pristupné&asti databaze STAG provozované
Jihateskou univerzitou Ceskych Budjovicich na jejich internetové strance.
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A. Literarni p rehled
1. Uvod

Cilem této prace je molekul@rrcharakterizovatit produkeni kmenyiasy Chlorella
spp. z dvodu jejich kometniho vyuziti viasovych technologiictsmysluplnoucharakterizaci
produlkénich kmeri fasy Chlorella spp. Ize provést pouze pomoci molekularnich marker
Hlavni divod sp@iva v tom, Ze morfologické znaky jsou natolik inthilni, Ze pouha zrna
kultivacnich podminek by vifjpact na morfologickych znacich postaveného patentu
znamenala jeho nepouziteln@stpitimo neplatnost. Nicmé&nmorfologickd charakterizadas
ma jis€ své pevné misto a vyuZzitelnost v taxonomii, zejanéa vySSi taxonomické trovni (rod
avyse).

Zelené fasy atasy obecé zaujimaji dlezité misto v kolobhu latek a energie
probihajicim v firodé. Autotrofni fasy jsou spol¢ se sinicemi hlavnimi primarnimi
producenty organické hmoty ve vodnim predf (Kalina, 1994). SetkAvame se s nimi na
pocatku vSech potravnicketzci. Mluvime zde o velice Siroké skugirorganiznt, je jich
obrovské mnozstvi a Ziji ve vSech moznych typedciolpi. Forma stélky (thallus) fize byt
rizna, od mikroskopickych vo#pohyblivych nebo nepohyblivych forem (fapanoplankton,
velikost nahrazuji tvarovou rozmanitosti a jemnydataily v jejich bugc¢né architektie.
Taktéz struktura stélky se vyznge zn&nou variabilitou. Najdeme zde organismy s kokalni
(Chlorella), vlaknitou rozétvenou Draparnaldia) ¢i nerozwtvenou stélkou @edogonium
(Mei a kol., 2007) i kolonialni typyMolvoX. Kokalni typy jsou nepohyblivé nebockkate,
povrch buiky muze byt nahy nebo je kryt Supinkami. Vlaknité drublpecré vykazuji
cylindricky protazené hiky, akoli fettzce buwk nepravidelného tvaru jsou také znamy.
Stejre jako predchozi formy i kolonie jsou zda variabilni, mohou byt tv@ny rékolika
(Euastropsi¥ az tisici butkami (Hydrodiction). Chlorokybustvori sarcinoidni batiky nékolika
ovalnych bugk (Lemieux a kol., 2007), naproti tomolvox tvori plovouci agregaty tisic
burgk (Nozaki, 1996). ¥tvici se formy se mohou jednoduSe rozdvojovat rebti slozitou
sit’ vldken. Buiky zelenychias jsou jednojaderné, vyjif® coenocytické, ve kterych je
mnoho jader rozptyleno v cytoplaZrako u roduCaulerpa(Zuccarello a kol., 2009).

2. Vyvoj systému zelenyclias
Z pocétku byla ke studiu mikrostruktuifas pouzivana vyhradrswtelna mikroskopie,
ktera na dlouhou dobu poskytleepaznowast dat a na jejichz zakladyly prvni taxonomické



systémy tveéeny. Fakt, Ze znaky podilejici se na ziwadiilezitych procesech bgdného @leni

a pohybu gamet nebo nepohlavnich zoospor jsou M@vaysoce konzervativni, vedl

k pacetnym studiim, které srovnavaly mitoticky, cytokioky a pohybovy aparat kky
(Stewart a Mattox, 1975). Krainflagelarniho aparatu, tj. bazicktki, axonemy a kiem
mikrotubuli, jsou v menSi niié pro identifikaci zelenyckas dileZité i zpisob rozmnoZovani,
morfologie stélek, struktura plastidu apod. AvSakastup elektronové mikroskopie a zejména
molekularnich technik znamenal revoluci pro pocmbgglogeneze zelenyctas, coz se nyni
odrazi v moderni klasifikaci.tBdchozi systém zelenydhs je rozdlil predevSim na zaklgd
morfologickych znak (Smith, 1950). V omezené fmi byl zvaZovan také #Apob
rozmnozovani (Fott, 1971; Urban a Kalina, 198@.Wech zmignych systémech byly druhy
s monadoidni stélkou Fazeny do fadu Volvocales druhy s kokalni stélku daadu
Chlorococcalesatd. Systéem umoznil rychlé izeeni, neodpovidal vSak evoluci zkoumanych
organisnii. Jednu z prvnich odchylek od tohoto pravidla zemraal systém, ktery navrhl Ettl,
(1980).

Ettl pouzil @i popisu tid zelenychras rozdily ve stavbbicikatych burk. Zcela nové
pojeti klasifikace je spojeno se jméeny americkygkofogi K. R. Mattoxe a K. D. Stewarta
(1984). Je zaloZzeno na ultrastrukturalnich znaditdré jsou velmi konzervativni a ném se
vlivem ekologickych faktar. Mezi tyto znaky pa&t pribéh mitdézy, cytokineze a stavba
flagelarniho aparatu. Dapljici znaky poskytuje slozeni béimych stn a v utitych pripadech
také charakter pohlavniho procestidy zaloZzené na uvedenych znacich maji v tomtesyst
monofyleticky rdz a umaitlji urceni evolgnich vztali jak mezi zelenymiasami, tak i ve
vztahu k dalSim zelenym rostlindm. AvSak ani tesystém nebyl pk uspokojivy, nebt byl
bezradny fi klasifikaci druhi, které nemaji kRiky. Také rozdily mezi nav definovanymi
ttidami byly nejednozrimé.

Priblizn¢ ve stejné dob zaaly do systematiky zelenycias atas obec#é vyrazre
promlouvat molekularni metody a velmi rychle daplaly nebo spiSéastji uplné prekopaly
klasické systémy zaloZzené na morfolgii a ultradtitek Molekularni studie u zelenyghs se
na sinicich (Palmer, 1985). Molekularni fylogenatielenychras expandovala velmi rychle a
to predevSim proto, Zerpbrala metodickéifstupy uplatované na vyssSich rostlinach. Bylo to
zejména diky vyvoji primér pro mnoho gein které byly dive studovany pravu vysSich
rostlin. K odkryvani pibuzenskych vztahzelenychias se pouzivaji naptyto geny: jaderna
18S rDNA, plastidové geny 16S rDNAycL a dalSi.



Odhaduje se, ze zelertasy vznikly ged 1500 miliony let (Yoon a kol., 2004) a k

divergenci vysSich rostlin doSlo asied 425-490 miliony let (Sanderson, 2003). Navzdory

starobylosti spolného pedka rostlin a jejich nejblizSichiipuznych (Karol a kol., 2001),

vykazuje ribozomalni DNA a d&které plastidové geny vysSich rostlin fas Zetelnou

homologii. Zdroje morfologickych, biochemickych a olekularnich dat pouZzivanych

v charakterizactas jsou uvedeny v tabulce 1. (Lewis a McCourt, 2004

|. Bunééna struktura

Absolutni orientace flagelarniho aparatu
Pritomnost pyrenoidu, morfologie
Pritomnost Supin na povrchu iky,
morfologie

Pritomnost vlaseni na &dku, morfologie

Cytokineze, fykoplast, fragmoplast

O’Kelly a Floyd, 1984; Watanabe a Floyd, 199
Watanabe a Floyd, 1996;
Becker a kol., 1994;

Marin a Melkonian, 1994;
Mattox a Stewart, 1984;

Q)

Il. Biochemie

Fotorespirani enzymy

Druhotné pigmenty

Suzuki a kol., 1991; lwamoto a lkawa, 2000
Zignone a kol., 2002

[1l. Molekularni biologie
a) Charakteristiky na arovni geni

(jaderné, plastidové, mitochondrialni)

18S rRNA (jader)
26S rRNA (jader)
geny pro aktin (jader)
rbcL (plastid)

atpB (plastid)
nad5(mitoch)

Huss a Sogin, 1990; Krienitz a kol., 2003;
Buchheim a kol., 2001; Shoup a Lewis, 2003;
An a kol., 1999;

Manhart, 1994; McCourt a kol., 2000; Zechm
2003;

Karol a kol., 2001,

Karol a kol., 2001;

b) Charakteristiky na trovni genomu

Pritomnost introd

Plastidovy genom

Mitochondrialni genom

Manhart a Palmer, 1990; Dombrovska a (
2004;
Lemieux a kol., 2000; Turmel a kol., 2002c;

g

Nedelcu a kol., 2000; Laflamme a Lee, 2003;

Tabulka 1: Priklady srovnani strukturnich, biochemickych a maléknich znak, které byly
pouzity k identifikaci a rozliSeni hlavnich skomelenychras (podld_ewis a McCourt, 2004

u,



Tato prace séidi systémem zelenycias dle Lewise a McCourta (2004), ktery byl
zaloZzen na analyze sekvenci gigmro 18S rRNA Tento systém rozliSuje Chlorophyta a
Charophyta jako dvhlavni skupiny v ramci zelenydhs.

Linie, kterou ozn&ujeme jako Chlorophyta, zahrnujét$inu toho, co je jiz tradin¢
nazyvano zelenéasy — sladkovodni jednobéini (Chlamydomongsa kolonialni biikovci
(Volvoy, vlaknité rozétvené (Chaetomorpha Cladophorg a nerozeétvené formy
(Oedogoniuy marské fasy (Ulva, Codiun), padni druhy Chlorella), terestrialni epifyti
(Trentepohlida, mnoho fykobioni (Chlorella, Trebouxiqa dalsi.

Druh@ linie Charophyta zahrnuje mensi mnoZstvi néxackoli nékteré z nich (nap
Spirogyra Chara) jsou velmi roz&ené a znaméRasy skupiny Charophyta zahrnuji druhy
jednobur¢né biikaté, vlaknité rozétvené i nerozstvené a porrné slozité formy, které se
ozna&uji jako parenchymatozni. Vyskytuji se ve sladkBrakické vod; nékolik skupin Zije
v pidé, kare stronmii apod. Linie Charophyta zahrnuje nejragmt malych, ale etelnych
skupin zelenychras vedoucich k velmi rozmanité skupiBmbryophyta. Bazalni skupinou
zelenychias jsou Prasinophyceae, ale jako parafyletickaiskugilavni vyvojova linie pak
zahrnuje i sesterské skupiny v ramci skupiny Chlorophytazdphyceae, Trebouxiophyceae a
Chlorophyceae. Déale se budu v této pra&mowat podrob#i pouze skupi Chlorophyta,
neba’ do ni spada hlavni cil mého z4jmu, @idorella.

NejnowjSi  systém  zelenych fas rozliSuje 4 idy: Prasinophyceae
(Micromonadophyceae), Charophyceae, Ulvophyceaehlar@phyceae (Lee, 2008). Tento
systém oproti systému Lewise a McCourta (2004)e ligharophyceae jako jednu zeiitlt
skupiny Chlorophyta a degradujéidu Trebouxiophyceae, jejizady spadaji do ridy
Chlorophyceae.

Pokud bych rél ucinit zawr, dalo by se s trochou nadsazist, Ze fizny autor rovna se
jiny nazor na systematickéeréni zelenychras. Problém sgdva v dilematu, které ze znak
brat jako dlezité pro generalnélenéni, nebd@ kazdy z uzivanych systé&meden z nich
preferuje a jejich vzajemna syntéza nebyla doskdynprovedena (Murray, 2004). Systém
zelenychras se stale vyviji a zejména molekularni metodydhm vnaseji stale nove &lo,

takZe lze ¢ekavat, Ze bude istich letech dochazetdetnym zngnam.

3. Chlorophyta
Zelenétasy (Chlorophyta) tvd potatek slozité vyvojoveé dtve sngiujici k zelenym
rostlinam (Viridiplantae). Pro zelertasy je charakteristickd rozmanitost ve stastelek, Ize u

nich najit vS8echnwgtupré organizace. Mnohotvarnost stélek @lgh Zivotnich cykh provazi



mala variabilita biochemickych projgy které jsou v mnohém spétee pro vSechny zelené
rostliny (Kalina, 1994). Chloroplasty zelenyéas jsou obaleny dwma membranami, uvitit
s lamelami slozenymi z 2-6 thylakdigRappaport a kol., 1999). Zelené primarni plasjsiy
pigmentovany chlorofylena ab, o-, B- karoteny a xantofyly, z nichz mezi nejhggi pati
lutein, violaxantin a zeaxantin. Zpravidla obsahpyjienoid, v 8mZ se nachazi aktivni enzym
ribuléza-1,5-bisfosfat-karboxylaza/oxygenaza (R, ktery vaze oxid uhlity vtemné
fazi fotosyntézy. Povrch pyrenoidu je kryt Skrobmiryzrny. U zelenychras se nevyskytuji
grana, znama u metha zelenych rostlin. V chloroplastové matrix se h#eji rozptylené
ostiivky DNA (nukleoidy), jejichz poet se zvySuje v fibéhu Zivotniho cyklu. Bu&né sény
zelenychias se vyznauji chemickou a strukturni rozmanitosti. V nejjedasSim pipact jsou
buiky bicikovci, zoospor a gamet nahé, tj. jejich povrch je krguze plazmatickou
membranou. U zoospor byva takovy staeghodny, po kratké délse oblani (Kalina, 1994).
Povrch busk ve tidé Chlamydophyceae je kryt glykoproteinovou chlamlysni¢né seény
ostatnich zelenychfas jsou polysacharidové. Hlavni zasobni latkou keols ulozeny
v chloroplastech nebo na povrchu pyrenoidu. ddterych drute se vyskytuji i jiné zasobni
polysacharidy, zejména mannan a xylan (Watanaleya F1L996).

Vegetativni biiky zelenychras jsou jednojaderné nebo obsahuji jad&olik, ktera se
v jednotlivych skupinach lisi gtem jadérek a ffitomnosti mikrotubularnich organizator
nag. cenriol. Velké rozdily Ize také pozorovat wvipthu mitézy (Lewis a McCourt, 2004).
Pohyb volg Zijicich monad, zoospor a gamet je zajigan bEiky. Vzacre se mezi zelenymi
bicikovci vyskytuji druhy s jednim nebéemi biiky, zpravidla byvaji kiiky dva nebcoctyii,
nékdy i vice. BEiky zelenych fas, konkrét& orientace jejich bazalnichélisek a
mikrotubularnich kéeni, které jsou uspadany do kize disledkem 180° rotani symetrie. H
pohledu od vrcholu hiky jsou bazalni diska a mikrotubularni Keny v jediné spravné
poloze. Tato poloha se oznge jako absolutni orientaceciovych bazi a hrajetdezitou roli
v klasifikaci zelenychas a zgazeni do systému, zejménarid tCharophyceae, Ulvophyceae,
Chlamydophyceae a ChlorophyceBazIliSuji se tytoif zakladni typy usp@dani biikovych
bazi: 1) CW usp@dani, kdy poloha bazalnicélisek odpovida ot#ni ve smiru hodinovych
rucicek (angl. CW- position = clockwise), 2) CCW ugpdéni, poloha bazalnicklisek
odpovida pohybu proti s¢ru hodinovych rgi¢ek (CCW- position = counter clockwise), 3) DO
uspdadani, poloha bazalnichlisek je vzajema protilehla (DO - position = direct opposite)
(Kalina, 1994).



3.1.Chlorophyceae

Ttida Chlorophyceae (zelenivky) (Kalina, 1994) je iael tiznorodou skupinou,
najdeme zde zastupce s jednolmou (btikaté, kokalni) nebo mnohobtimou stélkou
(vlaknita, heterotrichalni), zZiji jednotlivnebo tvai kolonieci cenobia. Zelenéasy tétoitidy se
vyznauji morfologickou variabilitou. VS8echny maji haplobticky Zivotni cyklus. Sina
nebiikatych stadii je dosti pevnéasto vicevrstevnd a polysacharidova. &&terych druli
byva jest vyztuzena velice odolnym sporopoleninem. Chlorsplge ve ¥tSine pripadh
s pyrenoidem (Lee, 2008). Nepohlavni rozmnozZovaobipa pomoci autospor a zoospor. Je
zde znadmé i pohlavni rozmnoZovani (izoganie, amimog). Chlorophyceae jsou
monofyleticka skupina, kterd zahrnujekteré z nejznajSich zelenychras vibec, \etns
mnoha modelovych organismnag. jednobugcné btikaté Chlamydomonabyly pouzity ke
studiu pohyl bic¢iku (Mitchell, 2000), fotosyntézy (Niyogi, 1999)maodifikace plastidovych
genonti u sekundaranefotosyntetickych taxdn(Vernon a kol., 2001). Koloniélni zelergsy,
jako napiklad Volvox slouzily ke studiu vzniku mnohob&mosti, burg¢né diferenciace a
pohybu kolonii (Hoops, 1997; Kirk, 20035cenedesmus Pediastrummaji vyznamne
uplatreni jako paleoekologti a limnologtti ukazatelé (Nielsen a Sorensen, 1992; Komarek a
Jankovska, 2001).

Diive zavedenéady byly definovany na zékladejich vegetativni morfologie, formy
sexualniho rozmnozovani (izogamie, anizogamie nebgamie) a zfsobu nepohlavniho
rozmnoZzovani (autospory nebo zoospory).bRnecném dleni v ptibchu cytokineze vznikaji
dva typy mikrotubulérnich systémkteré od sebe odl dcefiné buiky. Vytvéri se fykoplast,
mitotické weténko se Upkhrozpadne, vytvid se nova struktura kolmo na jehdvpdni sndr.
Pohyb zajisuji 2 nebo 4 hiiky. Bazalni &liska btikovych pafi jsou jsou protilehla,
orientovana ve sénu hodinovych rdicek (CW orientace) nebo jsouimo proti sok (DO
orientace). U é&kterych kolonialnich forem jako n&pVolvox prochazi hkiikovy aparat
vyvojovymi modifikacemi a hiik je preorientovan tak, aby zafidval pohyb celé kolonie
(Hoops, 1997). Jiné varianty zahrnuji taxony se ¢ntv nestejnymi  Iiky
(Heterochlamydomonasnebo s kiiky vystupujicimi z prohlubh(Hafniomonak

Priliv molekularnich dat (18S rDNA) nashroméhgich ze zelenychias v poslednich
dvou desetiletich vyvolal dramatické &my na vSech arovnich klasifikace. U mnoha tadih
fadl (Chlorellales, Chlorococcales, Chlorosarcinalesivogné vymezenych na zaklad
morfologie je nyni znamo, Ze obsahuji fylogenetidegibuzné taxony. To plati zejména pro
skupiny, jejichz zastupci jsou si morfologicky paad nebo pipady, u kterych byla absence
ngjakého znaku pouzita jako hlavni rozliSovaci ukekzatidu. Cetné evoldni ztraty



pohyblivych buik Ize nalézt naific celé tidy ChlorophyceaceClenové Chlorellales hiky
schopné pohybu zcela postradaji. To znamena, bgdgkticky uzittné informace, které
nam flagelarni ultrastrukturaripasi, nemizou byt u &chto tas porovnavany (Huss a Sogin,
1990). Nejen, Ze jsou tyto tradi rady polyfyletické, ale mnoho drihv ramci rodu bylo
reklasifikovdno do jinych taxonomickych skupin (doice tid), coz bylo také z velkéasti
podegeno molekularnimi daty (obr.1) (Lewis a McCou@02).

Na zaklad molekularnich dat, které byly jéSpotvrzeny mnozstvim biochemickych
dukazi, byly razné druhy chlorely rozdeny do skupin Chlorophyceae a Trebouxiophyceae
(Huss a Sogin, 1990; Huss a kol., 1999).

Genus Class
Chlorella
Trebouxia
C

Neochloris DOIS==
Pl hil

anophila T
Characium
Chlorococcum XU

Obrazek 1. Priklady extrémni polyfylie roél diive klasifikovanych wadech Chlorellales,
Chloroccoccales, Chlorosarcinal&molekularni a ultrastrukturalnimi daty bylo prokaeaze
druhy jmenovanych radpati do miznych fylogenetickych skupin. U = Ulvophyceae, T =
Trebouxiophyceae, & = CW skupina Chlorophyceaep&= DO skupina Chlorophyceae.

Od té doby se mnoho dalSich #agkazalo byt polyfyletickych, na&prody Neochlorisa
Characiumjsou nyni veitech fiznych tidach (Lewis a kol., 1992; Kouwets, 1995; Watanabe
kol., 2000). Friedl a O’Kelly (2002) podle ultraskturalnich a molekularnich dat raid



¢tyii druhy roduPlanophilado Ulvophyceae (2 druhy do dvou odliSnych skudirgruh do

Trebouxiophyceae é&vrty do Chlorophyceae. (Buchheim a kol., 1990)alode ukazal, Ze ani
rod Chlamydomonaseni monofyleticky. Druhy z rod@€hloroccocumbyly rozdleny do

Chlamydomonadales a Ulvophyceae (Watanabe a k@Q1;2 Krienitz a kol., 2003).
Molekularni data poskytla ulazy o konvergentni evoluci morfologie v mnoha Zadac
pouzivanych k rozliSeni rad jednobugcnych zelenychtas. Vysledky dchto studii jen
zdaraziuji nutnost dalSiho molekularniho zkoumani, zejmphisodkryvani fylogenetickych

vztahi v ramci Chlorophyceae.

3.2. Trebouxiophyceae

Tato ponérné nedavno vytviena skupina @dve nazyvana Pleurastrophyceae) je co do
organizace stélky a ekologie velmi rozmanita. Zajerdruhy jednobuitné kokalni, biikate,
vlaknité i kolonialni. Nachazeji se zde druhy 1Zijicsymbidze s liSejniky Trebouxig,
nesmirg Siroky rod Chlorella zahrnujici @dni i sladkovodni druhy, pikoplanktonni
Nannochloris kolonialni Dictyosphaerium Prasiola ktera vytvéi rozmerné jednovrstevné
povlaky na vihké pdé a ma velky ekologicky vyznam v polarnich oblastéhcrispg, kde je
jednim z vyraznych produceénbiomasy,Botryococcus- jedina zelendasa vytvéejici vodni
kvét a dalsi.Clenové Trebouxiophyceae se rozmnoZuji nepolguostednictvi autospor
nebo zoospor. Pohlavni rozmnozovani nebyl@ahntb fas pozorovano. Tatditla z&ala byt
uznavana teprve nedavno a neustale se ukazujey hé sbadaji nové a nové rody. Stavbou
stélek, zfisobem rozmnoZovani i ekologii jsou od sebe&r®adliSné.

Mattox a Stewart (1984) ve své klasifikaci umistihdkovodniasy CCW typu (zelené
fasy, u kterych poloha bazalnictisek jejich béikt odpovida pohybu proti sfru hodinovych
rucicek) do tidy Pleurastrophyceae. Tatdida obsahovala jednob&imé Pleurastrum a
Trebouxij jednobugénou btikatou Tetraselmis a rozwtveny vlaknity Microthamnion.
Naopak Melkonian (1990a) il tyto fasy (s vyjimkouTetraselmi} do samostatnéhiadu
Microthamniales. O monofylii skupiny Pleurastrophyceae poskytlakakzy molekularni
analyza zaloZena nakolika taxonech (Kantz a kol., 1990Friedl a Zeltner (1994) a Friedl
(1995) s pouzitim 18S rDNA dat prokazali, Beurastrum insignepodle ghoz byla fida
Pleurastrophyceae nazvana, ve skubsti pati do Chlorophyceae. Navic Friedl svou
molekularni studii poskytlikazy, které vedly k vytv@ni nové skupiny Trebouxiophyceae, do
niz bylo gesunuto mnoho taxdnkteré byly dive v Pleurastrophyceae. Sasné roz$ovani

ttéidy Trebouxiophyceae bylo nastartovano prifogenetickymi studiemi, které prokazuji, ze
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tato skupina je monofyleticka a Ze se jdjsfusnici vyraza geneticky odliSuji od CCW typ
ze tidy Chlorophyceae (Lewis a McCourt, 2004).

3.3 Ulvophyceae

Ulvophyceae jsou morfologicky i ekologickyznoroda skupina. Jedna sieyazié o
moiské druhy, mezi nejznéfj§i zastupce pé#t Ulva znama jako misky salat (Hayden a
Waaland, 2002)Codium (Goff a kol., 1992) Caulerpa (Meinesz, 1999nebo modelovy
organismugicetabularia(Mandoli, 1998), ze sladkovodnich fid nejznangjSim Cladophora.
Clenovéiadu Trentepohliales jsou terestii Buiiky jsou vybaveny déma nebastyimi bigiky,
bazalni &liska maji étyti koreny mikrotubul uspdadané do kze. Stélky jsou fevazr
heterotrichalni vlakna, najdeme zde vsak i listowiebo slozgSi sifonalni a sifonokladalni
stélky. \&tSi ¢ast zastupc jsou mnohojaderné organismyét8ina skupin ma diplobionticky
Zivotni cyklus. Z trojice blizceifbuznych Ulvophyceae-Trebouxiophyceae-Chlorophyseae
Ulvophyceae od8pily jako prvni, potvrzuji to vysledky sekvenovaB8S rDNA (Mishler a
kol., 1994) i Supinaty kryt jejich bikatych stadii, ktery ffjpomina Prasinophyceae. Navic
obsahujicasto xanthofyly siphonein a siphonoxanthin, ktewgirapol€éné s Prasinophyceae,
ale které uz Trebouxiophyceae a Chlorophyceascilgti@awley a Lee, 1990; Sym a Pienaar,
1993).

4. rod Chlorella

JménoChlorella je feckolatinského fvodu, bylo odvozeno feckého slovdchloros” ,
coZz znamena zeleny, a latinské zdwngici pripony “ella”. Chlorella (zelenivka) je rod
jednobur¢nych zelenycltas patici do kmene Chlorophyta. Bky jsou samostatné, rejst;i
kulovitého tvaru o velikosti 2 az 10m v praméru. Fi mikroskopickém pozorovani uvidime
vétSinou lal@naty chloroplast, pyrenoid a hladkou b&mou stnu (Nakaharaa kol., 2003;
Luo, 2006) Zastupce rodbhlorella negastji najdeme v pd¢ a ve sladkych vodach, mohou
vSak byt i endosymbionty hub, prvblka bezobratlychChlorella stejré jako mnoho dalSich
jednobur¢nych eukaryot obsahuje fotosyntetické organely evanmarni plastidy. Primarni
plastid je podob# jako mitochondrie prokaryotickéhoiyodu a vznikl pohlcenim sinice
heterotrofnim eukaryotem v procesu zvaném priméandosymbioza. Tato udalostéla za
nasledek vznik it odliSnych skupin fotosyntetickych eukaryot s paimim plastidem
(Chlorophyta, Rhodophyta a Glaucocystophyta), wSgcldohromady ozr@vané jako
Archaeplastida (Palmer, 2003; Rodriguez-EzpeleB@)5; Obornik a kol., 2009). Plastid
téchto skupin obsahuje chlorofyly a b, je obklopen déma membranami a obsahuje vlastni
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genom (redukovany genom pohlcené sinice). Plasdid@ny koduji procesy souvisegjici s jeho
metabolismem. Mnoho gérsowasnych plastidl bylo translokovano do jadra préstnictvim
endosymbiotického genového transferu (EGT). Tytoyggou exprimovany v cytoplazima
jejich produkty jsou cilené zpatky do plastidu dépecialni targetovaci sekvenci na N-konci
cileného proteinu (Palmer, 2003; Soll a Schlei®)4£, Obornik a kol., 2009).

Zastupci roduChlorella pati mezi nejlépe prostudované zelefadsy. Od roku 1919,
kdy Warburg seznamil svs kulturami tétdasy jako vhodnym objektem pro zakladni vyzkum,
zataly tytofasy slouzit jako modelové organismy prakmpnickeé studie v rostlinné fyziologii
a biochemii nap pri studiu fotosyntézy. Vyznamnou roli sehrala chlaréaké pi studiu
redukce dushani (Kessler, 1953; Falkowski a Raven, 1997). Nyni omdorela Siroké
uplatreni v oblasti zerddéIstvi a biotechnologie, slouzi jako krmivo pro iata a i jako na
proteiny bohata potravé souast potravinovych dopku pro lidi. DalSi uplatani najde nap
v ¢isténi odpadnich vod, v systémech wWmy plyni apod. (de-Bashan a kol., 2007) Extfimkt
z chlorely byly dokonce fipisovany protinadorové (Konishi a kol., 1985; Migava a kol.,
1988) a antimikrobialni dinky (Tanaka a kol., 1986). Nedostatelejmych morfologickych
znaki spolu s vyhradh nepohlavnim reproddkim cyklem prosednictvim autospor
predstavuje u druh rodu Chlorella zna&ny problém pi taxonomickém popisu a jejich
klasifikaci a identifikaci (Kessler a Huss, 1992\ Sak vykér vhodného kmene nebo druhu je
rozhodujici pro mnohé z vySe uvedenych aplikacis@fer, 1982, 1986; Kessler a kol., 1997).
V minulosti byla k taxonomii chlorel pouzita celéda metod. Mnoho z nich bylo zaloZzeno na
nutricnich pozadavcich, kdy byly jednotlivé kmeny kultramy za autotrofnich nebo
heterotrofnich podminek (Shihira a Krauss, 19653Siva a Gyllenberg (1972) ve své
monografii o roduChlorella Fott a Novakova (1969) kombinovali morfologickéstaukturni
znaky s gkterymi fyziologickymi charakteristikami. Popsalidduhi a 6 kmei. DalSi auta
vyuzivali pro identifikaci a klasifikaci serologiékkros-reakce (Sanders a kol., 1971; Kimmel
a Kessler, 1980). DalSi klasifisai metoda je zaloZena na ultrastritkta chemickém slozeni
burg¢né sény (Yamada a Sakaguchi, 1982; Takeda, 1991, 199@)rastruktite pyrenoidu
(lkeda a Takeda, 1995). Jako nejvice uznavanaldigkg proveditelna metoda pro vymezeni
druhi v rodu Chlorella se ukazala chemotaxonomicka klasifikace kombindgiocchemické a
fyziologické znaky (Kessler a Soeder, 1962; Kesdl@p2). Tato prace vedla k charakterizaci
19 taxori, z nichZz gkteré vykazovaly vyrazné rozdily. DalSi vyznamnéyrozelenychias
jako ScenedesmusAnkistrodesmuse jevily fyziologicky a biochemicky mnohem jedimgSi
(Hellmann a Kessler, 1974b). Tyto vysledky nazgiavyznamnou iznorodost uvnit rodu

Chlorella. Pro sledovani fylogenetickych vzfahsou nepostradatelné srovnavaci studie
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nukleovych kyselin. edchozi prace na slozeni DNA odhalilyekvapiv Siroky rozsah
v zastoupeni guaninu a cytosinu (44 - 75%). Tamorodost byla byla nasleéipotvrzena
rozsahlou kvantitativni DNA/DNA hybridizaci (Kerfina Kessler, 1978). DNA/DNA
hybridizace umoiuje detekci blizce flbuznych drubi (srov. Schleifer a Stackebrandt, 1983),
(Huss a kol. 1988, 1989a,b; Kapraun 2007).

Tento nesmiré Siroky rod patebuje revizi, protoZze se pomoci sekvenovani zjisie
n¢které druhy pat do skupiny Trebouxiophycea€lflorella kessleri, C. saccharophila, C.
minutisimma, C. ellipsoidea, C. vulgaris, C. soro&na), ale nap. C. fuscaskut&né pati do
Chlorophyceae (Friedl, 1995). Zchto a biochemickych analyz (Takeda, 1991) také
vyplynulo, Ze cely rod je ziaé polyfyleticky (nag. Booton a kol., 2002, Elster a kol., 2004).
Byly z ngj vyclenény dva dalSi rody — Prototheca(Ueno a kol., 2006), parazitickid@sa
napadajici Zivéichy i rostliny (Pore a kol., 1983) a elipsoidnuly s jednovrstevnou &tou
bez pyrenoid jako je Watanabea(Hanagata a kol., 1998). Ro&nia studie zjistila
mezidruhové vztahy meZ. vulgarisa C. sorokiniana(Huss a kol., 1989a; Krienitz a kol.,
2004). Oba druhy jsou morfologicky identické, I&& aktivitou hydrogenazy a termofiliiCL
sorokiniana(Kessler, 1982). iékvapiv podobr Uzky vztah byl zji&tn u ¥ kmeni C. fuscaa
druhy morfologicky odliSného rod&cenedesmusByl tedy navrzen mozny vztah meg@i.
fuscaa ScenedesmusNa zaklad submikroskopické struktury bagmé stny Fott a kol.,
(1975) rozpoznal pouze kmed. fusca fuscgako jednobuicného¢lena roduScenedesmus
(pozckji popsan jakaS. abundangodle Hegewalda a Schnepfa (1991), zatimco u Zicysta
dvou kmeiri C. fusca(vacuolataarubescengnebyl tento vztah uznan. K odhaleni vZtahezi
druhy chlorel a ufeni jejich fylogenetické pozice v ramci Chlorophjgau obzvlast piinosné
srovnavaci analyzy sekvenci konzervovanychaggako nap. 18S rRNA. Pedchozi prace
zaloZzené na tomto genu podporuji navrhovanou hggertu roduChlorella (Huss a Sogin,
1990) a také ukazaly, zéi tbyvalé kmenyC. fuscajsou fizné druhy roduScenedesmus
(Kessler a kol., 1997).

4. 1. Role chlorely ve studiu fotosyntézy

Fotosyntéza igdstavuje nepostradatelny tgpb vlastni tvorby organickych latek.
Provozuji ji vySSi rostliny, zelené a ddeé fasy a ®které sinice a bakterie. Jednd se o soubor
chemickych reakci, v jejichZ fiochu dochéazi k pohlcovani energie slémido z&eni, kterd je
vyuzita k gemené jednoduchych anorganickych latek (£® HO) na slozité organicke latky

(cukry). V piibéhu fotosyntézy p fotolyze vody vznika jako vedlejSi produkt kyslik

Mriviw s
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proces, ne-li vibec ten nejilezit¢jSi. Organické latky vyti@né pi fotosyntéze
spotebovavaji heterotrofni organismy, mezi kterétipatloveék. Za praci o fixaci uhliku ve
fotosyntéze byla v r. 1962 M. Calvinovi ¢gldna Nobelova cena. Calvin zjistil, Ze oxid ghif
vstupuje do organické vazby a redukuje se v pertoaocyklu, znamém po svém objeviteli
jako Calviniv cyklus. Melvin Calvin se spolupracovniky A.A. Bemem a J.A. Basshamem v
padesatych letech s pouZitim isotopeméeného™*CO, vystopovali sleddchto reakci (cestu
oxidu uhliitého) ve fotosyntéze. RadioaktiviiCO, byl jednou z podminek, aby se sloZity
sled reakci dal analyzovat. Druhou byla papirov@miatografie, kterd umoznil&li rychle a
spolehliv produkty asimilanich reakci. Calvin se spolupracovniky pouzili kot fasy
Chlorella v aparatie, kter& umatovala rychlé zavedeni’CO, a rychly (v sekundovych
intervalech) odér vzorku a jeho usmrceni ve vroucim alkoholu (Qakikol., 1950; Bassham
a Calvin, 1957).

5. Studované geny
5.1. Ribozomalni DNA (rDNA)

Ribozomalni DNA (rDNA) je vyznénou a nesmimhdualezitou sodasti kazdého
eukaryotniho genomu. Obsahuje desitky aZ stovigetaow uspdadanych kopii gan
kodujicich ti hlavni ribosomalni RNA (rRNA). Tyto rRNA jsou niegtnou sodasti
ribosomu, ktery hraje kibvou roli v procesuigkladu genetické informace z mRNA do
proteinu. Na chromosomech je rDNA lokalizovana iaeb, ktera je ozrnimvana jako
organizator jadérka (“nucleolar organizer regiddQR) a ktera je zodp@dna za formovani
jadérka (Lam a kol., 2005; RaSka a kol., 20R6znécasti rDNA se vyvijeji iznou rychlosti,
coz umoduje jejich Siroké vyuziti ve fylogenetickych stuthi Ribosomalni DNA riwve
gen pro 18S rRNA, ktery patk nejpomaleji se gmicim sekvencim dbec. Proto je velmi
uziteny pro zkoumani prekambrijskych evohich udalosti, jakymi jsou napvztahy mezi
mnohobug¢nymi organismy na Urovni kméra tid (Hillis a Dixon, 1991, Hemmrich a kol.,
2007). rDNA se sklada z velké a malé podjednotkgzinmimiz se nachazeji transkribované
spacery. Oblasti 28S, 5.8S, 5Stiveelkou podjednotku, oblast 18S tveanalou podjednotku
(Alberts a kol., 2002), ktera byla v této praci lgpavana uitech kmei chlorelly. Schéma
rDNA je znéazorgno obr. 2
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5.2. ITS (internal transcribed spacer)

Casto pouzivanym markerem pro rozliSeni a identfikilauhi je mezernik ITS1. Tato
nekodujici, ale transkribovana sekvence se naahé&zi konzervovanymi Useky kédujicimi
podjednotky 18S a 5.8S ribosomalni RNA (obr. 2)k&3uje rychlejSi evoluci nezisina

| NTS | rRNA genes | NTS | rRNA genes |

5.8S

Obr.2: Uspaadani eukaryotické 18S, 5.8S a 28S rDNA v tandeénmopakujicim se klastru,
(5S rDNA je kodovana samostdjn NTS - netranskribovany spacer, ETS -¢&jgn
transkribovany spacer, ITS - vhit transkribovany spacer

jinych geri, mize se tedy zréa¢ liSit i mezi blizce pibuznymi druhy. Z tohoto t/odu
obsahuje velké mnoZstvi polymorfickych pozic, ktggéu primarg zpisobeny variabilnim
poétem jednoduchych opakujicich se jednotek mezigertowgblasti. Diky tomuto DNA
polymorfismu niizeme organismy rozit i do téch nejnizSich taxonomickych arovni (ffap
Baldwin, 1992; Douglas a koR001).

5.3. Plastidova DNA (pDNA)

V bunce byva pitomno vice kopii plastidové DNA, ktera je vZzdyukova (Howe a
kol., 2003; Bendich, 2004). Velikost pDNA je velicemzmanita, ficemz redukované
plastidové genomy se nachazeji zejména uidrygjichz plastidy ztratily fotosyntetickou
funkci (nag. parazitické&rasaHelicosporidiumci apicomplexa (de Koning a Keeling, 2006).
RovrsZz paset plns funkénich geri je velice rozmanityRadow obsahuje jedna molekula
pDNA n¢kolik desitekei stovek gen (Alberts a kol., 2002).

V této praci byla charakterizovana mala podjedndid®&S rDNA), ktera se pouziva
stejre jako 18S rDNA ke zkoumanitipuzenskych vztah nagi¢ vSemi taxonomickymi
kategoriemi. (nap Hillis a Dixon, 1991;Friedl, 1995; Obornik a kol., 20024oore a kol.,
2008 a dalsi).
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B. Cil prace

1) Ur¢it fylogenetickou a taxonomickou pozié¢i produknich kmeri roduChlorellana

zaklad fylogenetické analyzy molekularnich dat.

2) Molekularre charakterizovat it produkni kmeny fas rodu Chlorella pouZzivané
v fasovych biotechnologiich s cilem vytito identifikacni systém pro jejich

nezangnitelnou patentovou ochranu.
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C. Materialy a metody
1. Pouzité kmeny

V této praci jsem pracoval séemi kmenytas roduChlorella sp. Dva z nich jsou
heterotrofni (H1 a H2) a jeden autotrofni (A1Et¥ pozornost byladnovana obma kmerim
ziskanym z Laborate fasovych biotechnologii Mikrobiologického Gstavu AR (Tiebay,
Ceska republika), konkrétrse jedna o kmeny H1 a Ali€fi kmen ziskala Laboratsasovych
biotechnologii z Polska. Tento kmen (H2) je takterarofni a jeho zvlastnosti je, Ze obsahuje
pouze lutein a zadny chlorofyfRasa mé tedy vyraznou Zlutou barvu. Nyni bych seqimdji
zminil o dvou tebaiskych kmenech, zejména jejich kultivaci a vyuZiti.

U autotrofniho kmene (pro nageal ozn&en jako Al) je velkobjemova prodérkd
kultivace zavisla na gasi (30 - 35 °C) a je moZna pouze ¥ldtato chlorella je §stovana ke
komegnim (Eelim, pouziva se jako doplk zdravé vyzivy pro lidi (vyrdbi HM Harmonie, s. r.
0). Heterotrofni kmen se kultivuje v Zeleznych fentorech, jako medium slouzi glukéza, pH
se pohybuje kolem 7. Kvalita biomasy neni tak dojako v @ipad autotrofniho kmene,
obsahuje vysSi get bakterii nez povoluje stanoveny limit, protota@® chlorela vyuziva jako
piisada do krmnych stsi pro zviata. Vyhodou je, Ze produkce tohoto kmene nenisti@wia
pocasi. Vyraznou nevyhodou je pak zvySena energetigkd@nost.

2. Kultiva¢éni systém pro autotrofni kmen

Ke kultivaci autotrofniho kmene chlorely byly potyzdva typy venkovnich otégnych
soustav: experimentélni jednotka 24 smastavitelnym objemem (min. 0,17)ra produkni
jednotka s parametry 224%m objemem 2,2 tV téchto jednotkach protéka susperias v
tenké vrst¢ (6 mm) ges kaskaddu nakl@énych rovin vystavenych sluteimu zdeni
(Livansky a Doucha, 2006). Jednotka se skladaétr ¢asti: a) kultivéni plochy, b)
odplyhovaciho z&zeni (degasser), €prpadla, d) fivodu CQ a e) n&ficich a regulénich
senzoti. Experimentalni jednotka se sklada ze dvou Sikmyakiviacnich ploch, kde je nize
poloZeny konec prvni plochy korytem napojeny k vgsézZenému konci druhé plochy, ktera
je zeSikmena v ogaém sndru (obr. 2). Suspenze natéka do rétémadrze (degasser), odkud
je pomocicerpadla pecerpavana zf do hornic¢asti kultivaniho zaizeni. Takto suspenze
koluje dokud nedosahne pebné hustoty buik. Specialni software (zaloZzen na LabView,
National Instruments) byl navrzen tak, aby umoZautomatické fizeni experimentalni
jednotky, ziskavani datthem kultivace a sledovéani parantekultivacefasové kultury v této
jednotce. Rrbéh ristu kultury byl sledovan senzoryéficimi teplotu, pH a koncentraci
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rozpusténeho kysliku. Dodavky CO byly tizeny elektronickym ventilem v zavislosti na pH.
Produkini jednotka 224 M(S / V = 102 rit) je asi 8 krat 3 neZ je experimentalni jednotka.
Sklada se ze dvou symetrickych polovin, z nichaéage sklada ze 4 plockzicich paralel&
dop‘edu a dozadu (Masojidek, osobnéledi).

Obrazek 2. schéma kultivéniho zdizeni pro autotrofni kmen. 1) reten nadrz (degasser), 2)

kultivaéni plocha, 3)c¢erpadlo, 4) pivod CQ, 5) nefici a reguléni senzory, 6) vypus
suspenze (Livansky a Doucha, 2006)

3. Podminky kultivace autotrofniho kmene

Experimenty byly provathy stasouChlorella sp. pochazejici z kultury Labora¢o
tfasovych biotechnologii mikrobiologického Ustavu AR (Trebai, Ceska republika). Jeji
laboratorni optimalniist je asi pi teplot 30 °C, ale je schopnést az do teplot 35 - 37 °C bez
citelného snizeni produktivity. &8ina n&ieni byla provedena mezi 7:00 a 19:00 h v jasnych
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slung&nych dnech ervnu a wervenci se stabilni davkou sluimého zdeni. Denni kultivani
obdobi bylo stanoveno zapnutim a vypnutim systéatimco pi péstovani pes noc nebo za
negiznivého pdasi byla suspenze drzena v rétémadrzi a probublavana vzduchem. Kultury
byly péstovany fotoautotrofhna mineralnim médiu (Doucha a Livansky, 1995)ir&ivbyly
dodavany dvakrat deanv zavislosti na spéeke kultury. pH bylo udrZzovano na optimalni
hodnot 7,6 + 0,2 automatickym u#tovanimcistého CQ. Teplota se pohybovala mezi 22 °C
a 36 °C. V rannich hodinéch (8:00 h) byla intengltan&niho z&eni asi 0,4 mmol fotonu/fs,
zatimco v poledne (13:00 h) intenzita slkimi@o z&eni doséahla aZ 2 mmol fotonufra. Na
zatatku experimentu byly kultury obohacovardgrstvym médiem, aZz biomasa dosahla
pozadované hustoty. V 8:00 byla n#ama koncentrace rozpagého kysliku asi 12 nig
vrcholu doséahla v poledne, 25-30 mg/l (Masojidedqbni sdleni). Za optimalnich podminek

dosahuje vynosnost tohoto kmene cca 40 a 45 g sunb#/ias/l média.

4. Podminky kultivace heterotrofniho kmene

Nasledujici pasaz o rozsahu céhgiranky obsahuje utajované skirtesti a je obsazena
pouze v archivovaném originéle diplomové prace et@m na Frodowdecké fakuk JU.

5. 1zolace DNA

Bunky z kultury byly umistny do 1,5 ml zkumavky a centrifugovany 5 minut \0QG
rpm (g = 20000 mf, poté k nim bylo fidano 100 pl lyzéniho¢inidla SET (0.15 M NaCl, 0.1
M EDTA, 10 mM Tris (pH=8.0) a byly homogenizovankiemiitymi kulickami (silica beads
0,5 mm). K homogenizované sgi bylo gidano dalSich 300 pl lyZaiho¢inidla SET a 100 pl
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proteinazy K (20 mg/ml). Taktofipravena srs byla inkubovanaips noc v 56 °C. Poté se
nechala reakce stat 5 minut na ledu a byla cegtifana 5 minut v 13000 rpm (g = 20000
m/s). Supernatant byliemistn do nové zkumavky, pelet byl odstéan Lyzat byl doplgn
ddH,O do 600 ul a byl fidan stejny objem fenolu. Objem zkumavky bykthdre, ale Setra
zamicham fevracenim. Po nasledné centrifugaci se ve zkumabily 2 faze. Vyssi faze
byla premistna do nové zkumavky, do@na stejnym mnoZstvim fenolu a centrifugovana.
Tento krok byl opakovan dokud nebyla horni fazéhfgdna. Purifikovana vodna faze byla
pienesena do nové zkumavky a smichana se stejnym stufmoZenolu a chloroformu

v poneru 1:1. Po nasledném promichani a centrifugaci leni faze penesena do nové
zkumavky a smichéana s chloroformem (1:1). Po prbérit a centrifugaci byla horni faze
pienesena do nové zkumavkyigan 96 % ethanol (1:3). Pak byla zkumavka inkémav1,5
hodiny v - 80 °C. Po inkubaci nasledovala chlazesdtrifugace v 4 °C a 14000 rpm (g =
20600 m/$) po dobu 15 minut. Supernatant byl odstram fidam 1 ml 70% ethanolu. Po
nasledné 10 m centrifugaci, za stejnych podminkk japredchozim kroku, byl odstran
supernatant a zkumavky s peletem byla wnéta cca 20 minut do termoboxu k vysuSeni
(37 °C). Poté byloijdano 50ul ddH,O, resuspedovano a zamrazeno - 20 °C. (Sambrook a
kol., 1989)

6. Amplifikace poZzadovanych Use DNA

K amplifikaci poZzadovaného useku DNA byla pouzZitdymerazovaettzova reakce
(PCR). Snis pro PCR se skladala z: 24610x Tag PCR bufferu, 0,8 10 mM dNTP, 0,5
ul (25 nmol) primet, 0,2 Taq DNA polymerazy (1Uil), (Top-Bio s.r.0). 1ul (50-200 ng/
ul) DNA, 19,8ul ddH,O. DNA byla amplifikovana v T3 Thermocycleru (Biotred. Ri
testovani nasedaci teploty specifickych priimbyl pouzit cycler s gradientem MJ Mini
(Bio-Rad). Mala jaderna podjednotka (18S rDNA) bglaplifikovana z genomové DNA.
Amplifika¢ni program se skladal z gateeni denaturace 95 °C 3 minuty a 32 dykl
S nastavenymi parametry: 94 °C 45 sek, 52 °C k5asé2 °C 1 minutu. Program byl
ukonten za¥recnou elongaci 72 °C 10 minut. Amplifikace maléspidbové podjednotky
(16S rDNA) a jaderného ITS1 (internal transcribgohcer) probhla steji jako i
amplifikaci 18S rDNA. Jedinym rozdilem byla odliSnasedaci teplota primerV pripads
malé plastid. podjednotky 46 °C a u ITS1 50 °C.ddasi teplota specificky navrzenych
primeri pro jednotlivé kmeny chlorely (viz. dale) byla véech pipadech 50 °C. Seznam
primeri pouzitych v této praci je uveden v tabulce 2)agrenty DNA amplifikované

pomoci PCR byly separovany elektroforézou. Vzorkyybanalyzovany na 1% (w/v)
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agar6zovém gelu. K seni velikosti fragmeritbyl pouZzit 2-Log DNA ladder (New England

Biolabs, Inc.) slouZici jako molekularni marker.oukty byly detekovany na UV

transiluminatoru (TFX-35.M Vilber Lourmat). Fotodie gelu byly pdizeny digitalni

kamerou (Kodak) a zpracované softwarem Kodak Oigiteence 1D verze 3.0.2.

nazev gen sekvence 5°-3"

NS1 18S rDNA GTAGTCATATGCTTGTCTC (Wu a kol., 2001)

NS2 18S rDNA GGCTGCTGGCACCAGACTTGC (Wu a kol., 2001

Cs1 16S rDNA CGGCGTATTAGCTTGTTGG (Wu a kol., 2001)

CS2 16S rDNA GAGTGCTTTCGCCTTTGG (Wu a kol., 2001)

M13F sekven&ni GTAAAACGACGGCCAG

M13R sekvenéni CAGGAAACAGCTATGAC

Hetl ITS1

Het2 ITS1

Autl ITS1 Nasledujici pasaz obsahuje utajované skudsti a je obsazen
Aut2 ITS1 pouze v archivovaném originale diplomové prace et@m na|
Chlo1 ITS1 Prirodowdecké fakulkt JU.

Chlo2 ITS1

SSUF 18S rDNA AACAACACTGGGCCTTTTCAGG

SSUR 18S rDNA CTTTAAGTTTCAGCCTTGCGAC

SSU1LF 18S rDNA GGCACCTTATGAGAAATCAAAG

SSUIR 18S rDNA ATCCGAACACTTCACCAGCACAC

ITS1R ITS1 GGAGAAGTCGTAACAAGGTTTCCG (Huss a kol0@2)
ITS1F ITS1 ATCCTGCAATTCACACCAAGTATCG (Huss a kol., 2002

Tabulka 2. Seznam pouzitych priméer

7. Ligace PCR fragmeni

Ligace byla provedena pomoci pGEM-Teasy Vectoredydt firmy Promega. Ligani
smes obsahovala: 0,8 pGEM —T Easy plazmidu (50 ndJ, 1,5ul PCR produktu, 0,ql
enzymu ligazy (3 Uf), 2,5ul 10x ligatniho pufru a taktoifpravena byla inkubovanaes

noc [ 4 °C. Pokud se na gelu objevilo vice proiuZylo tteba zkoumany fragment z gelu
vyiiznout a a extrahovat DNA podle kitu QIA qufd&el Extraction Kit (QIAGEN). Teprve

potom byla DNA pouZita k ligaci.
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8. Transformace bakterii a testovani pitomnosti inzertu

K ligacni smesi bylo gidano 50 pl na ledu rozmrazenych chemicky kompeteht
burgk. Takto gipravena reakce byla inkubovana 30 minut na ledteé Rasledoval heat-shock
(30 sekund v 42 °C), okamzité zchlazeni na leduoniffuty) a gidani 200 pl vytemperovaného
SOC média. Zkumavka se &si byla 1 hodinu inkubovéna tepace (220 rpm; 37 °C). Pak
byly kompetentni biky preneseny na ipdeltaté agarové Petriho misky a rovnome
rozeteny po jejich povrchu. #ed vysetim bylo na povrch misek naneseno 30 pl IX-¢20
mg/ml) (5-bromo-4-chloro-3-indoly-D-galaktopyranosid, Serva) a 4 ul IPTG (isopropyl
thiogalaktosid). Misky byly inkubovany 14 — 16 hondi 37 °C. Po inkubaci vyrostly na gelu
modré a bilé kolonie bakterii. Bilé kolonie s vysokprav@podobnosti obsahovaly vektor,
ktery v sold m¢l naS PCR produkt. Principem vyskytu modrych a dfilykolonii je tzv.
modrobila selekce. Vektor obsahuje danZ kodujici B-galactosidazu, na jejiz aktivitje
systém zaloZen. Tento enzynigtfyziologicky disacharid galakt6zu na laktézulakgzu. Pro
sledovani aktivity tohoto enzymu se pouziv&lynsubstrat X-gal. Tento substrat je bezbarvy,
ale jeho &tpenim vznikd modry produkt. Obsahuje-li agarovakai¥X-gal a na tuto jmu
vysejeme bakterie obsahujici fuimk B-galaktosidazu, budou z média ziskavat X-gahisho
a jejich kolonie se zbarviretelrt mode. Pokud nebudou obsahoyagalaktosidazu, #stanou
krémow bilé. Pokud se podavlozit cizi DNA do klonovaciho mista, narusi $m tgen pro
beta-galaktosidazu ve vektoru a po vpraveni vektiorbakterie @stanou kolonie bakterii bilé
- aktivita B-galaktosidazy nebude dodanim vektoru obnovenaudPek nepodacizi DNA do
vektoru vloZit a vektor seipligaci znovu uzake, obnovi se tim furdhi gen pro beta-
galaktosidazu a po vpraveni vektoru do bakterié kejonie zmodraji. IPTG slouZi jako

induktor exprese gernacZ.

9. I1zolace plazmidi z pozitivnich kloni

Bilé kolonie byly geneseny sterilni Sgiou do 3 ml LB média obsahujiciho 12 pl
ampicilinu (12.5 pg/ml) a kultivovdnyies noc v 37 °C za stéléhsepani (220 rpm).
Bakterialni buiky obsahujici plazmid bylyipneseny do 1,5 ml zkumavky a centrifugovany
(Imin., 13000 rpm), supernatant byl ods&rarPlasmid obsahujici PCR inzert byl izolovan dle
navodu kitu QIA preP Spin Miniprep Kit (QIAGEN). Plazmidy byly vymyty 34l ddH20 a
uchovavany v -20°C. Koncentrace ziskaného plazrida zjiS€na pomoci spektrofotometru
BioPhotometer (Eppendorf)ipvinové délce 260 nm.iBd @ipravou sekverzni reakce byly

vyizolované plasmidy testovany n&tpmnost inzertu restréai analyzou.
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Smes pro restrikci byla fipravena takto: 1 ul EcoR1, 1 ul EcoR1 bufferu, I3 p
ddH,O, 5 ul plasmidové DNA. Sés byla 1,5 hodiny inkubovana v 37 °C. Plasmidy byly
separovany elektroforézou na 1% agar6zovém geluvyBtaveni gelu UV Z&ni bylo
mozno pozorovat 2 pruhy. Prvni ukazoval velikosizptidu bez vysStipnutého inzertu a

druhy velikost inzertu.

10. Enzymatickécisténi
V piipac, Ze se po elektroforéze objevil na gelu jedinyugek (fragment DNA),

bylo moZné sekvenovat tento fragmetitp z PCR produktu bez klonovéani do plazmidu,
ale nejprve bylo nutné tento PCR fragmenicistit. Smés pipravend k enzymatickému
cisteni se skladala z 1pl PCR produktu, Jul SAP (shrimp alkaline phosphatase) a 11,5
Exonukleazylredéné 1/10 v Dill Bufferu (50 mM TRIS-HCI (pH 8,0). K& namichana
reakce se byla umista do cycleru a spust program CLEANUP s parametry 37 °C 30 min
(optimalni teplota, f které enzym funguje), 80 °C 15 min (inaktivaceynu, denaturace).

11. Riprava sekven&ni reakce

DNA fragment pro sekvenovani je mozné ziskatnaw zmisoby, a to bdi primo
z PCR produktu, ktery byl enzymaticky pi&teén (viz. vySe) nebo pomnozenim DNA
fragmentu ve vektoru, v naSemigact slouzi jak vektor plazmid. Sekvefm reakce byla
namichana v 200 ul zkumavkach. Objem zkumavky mlkovenani reakcicinil 7,5 pl.
Sekvenani snes: 0,5 pl primeru, 75-150 ng plazmid DNA, mnoZ$iNA z PCR produktu
zavisi na velikosti fragmentu DNA, v naSeiiipact se jednalo o fragmenty 500— 1000 pb,
¢emuz odpovida 5-15 ng DNA, reakce byla déptnddHO na objem 7,5 ul. Vifpad
sekvenace plazmidu byl pouzit primer M13R nebo MI3®Bb. 2), pokud byla DNA
sekvenovana z PCR produktu, byl pouzit jeden zexinfigurujici v amplifikani reakci.
Sekvenace provadi Laboratgenomiky BC AVCR, v. v. i., vCeskych Budjovicich na
pristroji ABI PRISM 3130xI firmy Applied Biosystems.

12. Navrhovani kmeno¥-specifickych primera pro PCR diagnostiku

Kazdy validni taxon by #o byt moZné identifikovat metodami molekularni
biologie. V idealnim Hpadck mohou byt navrzeny specifické primery a pak lzgdgaxon
diagnostikovat jedinou PCR reakci s pouzitiiohto primet. V této praci byly specifické
primery pro ti kmeny chlorelly navrhovany na zaktagekvence ITS1. Prvnim krokem bylo

sestaveni alignmentu, ktery obsahoval nejvitibuzné homology sekvenci zkoumanym
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ttem kmerim chlorelly. Homology byly vyhledany funkci BLAST databazi NCBI. Poté

byly z oblasti specifickych pro jednotlivé kmenwrigeny primery.

Nasledujici pasaz obsahuje utajované skuasti a je obsazena pouze v archivovaném

originale diplomové prace uloZzeném n&rédowdecke fakuk JU.

Obr. 3a. Multiple alignment oblasti ITS1. Oz#&ené sekvence ukazuji specifické oblasti, ze
kterych byly navrzeny primery Hetl, Autl, Chlol r{fard 5-3") pro jednotlivé
kmeny chlorel (tab. 2).

Nasledujici pasaz obsahuje utajované skusti a je obsazena pouze v archivovaném

originale diplomové prace ulozeném né&@&dowdeckeé fakuk JU.

Obr. 3b. Multiple alignment oblasti ITS1. Z ozéenych sekvenci byly navrzeny reverzni
primery (5°-3") Het2, Aut2, Chlo2 (tab. 2)

13. Zpracovani dat

Data ze sekvenatoru byla dodai& editovana pro jejich naslednou analyzu. V
piipadt, Zze byla DNA zaklonovana do plasmidu, byly spollnledanou sekvenci DNA
osekvenovany tasti vektoru. Tytatasti byly identifikovany v NCBI (Screen sequence fo
vector contamination (vecscreen)) a nasteddstragny v programu EditSeq (DNAStar).

Identifikace upravenych sekvenci byla provedenawpim databaze NCBI BlastSearch
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(http://www.ncbi.nim.nih.qov/BLAST), Z homolodi, které se nejvice podobaly

identifikované sekvenci, byl sestaven dataset. dhtidlové datasety byly alignovany v
programu BioEdit (Hall, 2005) uzitim algoritmu Cltas W a poté upraveny pro
fylogenetickou analyzu. Nejednozim& pozice a mezery byly vyldeny z dalSi analyzy.
Seznam organisinuzitych v analyze a jejich GenBank accession numpeo 18S rDNA,
pro 16S rDNA a ITS1 jsou uvedeny iilpze (tabulky 1, 2, 3).

14. Fylogenetickeé analyzy

Vytvorené datasety byly analyzovany metodami maximalmipenie (Maximum
Parsimony MP), maximalni ¢éwohodnosti (Maximum Likelihood, ML) a Bayesianska
inference (Bayes B). Analyza metodou maximalni ipaoaie byla provedena v programu
PAUP 4.10b (Swofford, 2001) metodou Heuristického vyleani. Statisticka podpora
jednotlivych tveni byla o¢iena bootstrapovou analyzou (1000 replikaci). [Zdyapro
ML analyzu byly nejéive podrobeny zpracovani v programu ModelTest Bd@séda a
Crandall, 1998) s cilem &eni partikularniho modelu pro evoluci sekvencirkteejlépe
odpovida analyzovanym dah (model GTR¥+l ). ML stromy pak byly peéitany
programem PHYML 2.4.2 (Guindon a Gascuel, 2003)emarametrickou bootstrapovou
analyzou pro 100 replikaci. Bayesianska analyda pyovedena programem Mr. Bayes
3.0b4 (Huelsenbeck a Ronguist, 2001), s modelem «6FR Posterior probability byly
odhadnuty pro 2 000 000 generaci.
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D. Vysledky
1. Amplifikace geni

Pro amplifikaci 18S rDNA byly pouZityiprery NS1/NS2 (Wu a kol., 2001), které
amplifikovaly Usek cca 520 pb (Obr. 5), celé sekeemgenu bylo dosazeno navrzenim
vlastnich primel SSUF/SSUR a SSU1F/SSUI1R (tab. 2), které ampliikow\¢ casti,
kazda o velikosti 730 pb (obr. 6). Velikost celéenu je 1741 pb.

Plastidova 16S rDNA byla amplifikovanaugitim primeti CS1/CS2 (Wu a kol.,
2001). Tyto primery amplifikovaly¥ast o velikosti cca 520 pb. Protoze vSak primarnim
cilem této prace bylo navrzeni kmegospecifickych primek, podle nichZz bude mozno
spolehliw diagnostikovat tegi onen kmen, byloreba najit dostate¢ variabilni sekvenci.
Zkoumany Usek 16S rDNA byl vSakgkvapiw velmi konzervativni a pro tentaél zcela
nevhodny, proto bylo od amplifikace zbyvajéeisti genu upusho. Fylogeneticka analyza
byla provedena na zakladpiné sekvence 18S rDNA a p&atasti 16S rDNA.

1000 gl —

S00ph —

Hi &l HZ Hl1 &1 HZ

1 2

Obr. 5. Gel zachycujici segment 18S rDNA a 16S rDNA okgati cca 520 pb.
1xéast 18S rDNA zleva do prava postdgro kmeny H1, Al, H2
2)usek 16S rDNA pro kmeny H1, A1, H2
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3000 ph —

1000 pb —
750 ply —
500 pb —

Hi Al HZ Hl1 A1 HZ
1 2

Obr. 6. Zbyvajicicasti 18S rDNA.1) fragment 420 — 1150 pB) fragment 1050 —1800 pb.
Kmeny H1, Al, H2 jsou aft znazorgny postups zleva do prava

Sekvence ITS1 byly ziskany pouzitirmeni ITS1F/ITS1R (tab.2), primaénza

ucelem navrzeni specifickych printerProtoze jsou tyto sekvence také velmi vhodné pro

e

provedena fylogeneticka analyza i zde, zejménadpuby roduChlorella (obr. 9). Primery
amplifikovaly sekvenci dlouhou cca 400 bazi (obt.Kfomé spaceru takéast 18S a 5,8S

rDNA, avSak tytatasti byly z alignmentu odstramy a pro analyzu pouZzit pouze ITS1.

1000 ph——

400 gy —

HI Al H2
Obr. 7. Gel ukazujici amplifikovany ITS1 pro kmeny (H1, A12)
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2. Sekverini analyza
Podd&ilo se mi osekvenovat jedndast€énou a d¢ kompletni sekvence gén

vybranych pro charakterizaci a identifikaéi produkénich kmeri fasy Chlorella sp. Jak
ukazuji prezentované fylogramy (obrazky 4, 5, Griabilita gerh pro plastidovou a
jadernou SSU rRNA je velmi nizka (extréénkratké tve) a tyto geny nemohou byt
pouzity bez dalSich molekularnich zAakcharakterizaci kmene. Proto jsem pro teriel U

Chlorella vulgaris

Chlorella sorokiniana

Chlorella sp. H1
Micractinium sp.
71/68/0,99 |' Chlorella pyrenoidosa

L | Parachlorella kessleri
q *Ij' Chlorella sp. H2

Parachlorella beijerinckii
Dicloster acuatus
Meyerella sp
Prototheca wickerhamii
_@1Ngnnochlor.is n?agulata
Q% 6hlore/la minutissima

s, X Chlorella saccharophila
‘_0|__r— Chlorella luteoviridis
Wanatabea reniformis

Botryococcus braunii

B Trebouxia erici
Prasiola crispa

* Desmococcus olivaceus

Stichococcus sp.

*
Chlorella mirabilis
%, L Chlorella elipsoidea

2 . .
100/84/1,0 Y Hydrodictyon reticulatum

Scenedesmus regularis
58/62/0.95 Muriella zofingiensis
565/-/0,57

Chlorella homosphaera
Chlorogonium euchlorum
w6e0e 8Duna/iella salina '

- Volvox carteri
Bulbochaete hiloensis
Oedogonium nodulosum

52/-/0,71
Trentepohlia arborum

Ulva ridiga

Klebsormidium flaccidum
99/86/1,0 . .
Nitella capillaris
75/71/0,94 ) . .
Arabidopsis thaliana

Synura uvella
Emiliania huxleyi

0.1

Obr. 4. Fylogeneticky strom konstruovany na zakiagenu pro 18S rRNA metodou ML.
Hodnoty u jednotlivych &veni udavaji bootstrapy pro ML a MP (ML = 100 i&pti, MP
= 1000 replikaci) a Mr. Bayes posterior probabiliiyjo 2 000 000 generaci.

~ v s

V mistech h¥zdicek byly hodnoty bootstrapvysSi nez 90% a posterior probability rovna
1.0
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vyuzil sekvence genu pro ITS1, které byly odliSretolik, Ze mohly byt pouzity pro
konstrukci kmeno¥ specifickych primer pro PCR diagnostiku cilovych kmin
Schématické znaza¥ni jednotlivych amplikofi a velikosti asemblovanych genjsou

uvedeny v filoze (tabulka 4).

3. Fylogeneticka analyza

Fylogeneticka analyza byla provedena s ciletit dylogenetickou a taxonomickou
pozici # kmemi pouzivanych w¥asovych biotechnologiich. Dva &hto kmeri jsou
heterotrofni (naSe ozteni H1 a H2) a jeden autotrofni (Al). Analyza malibsomalni
podjednotky (obrazek 4) ukazala, Ze heterotrofniekniH2 pati jednoznané do rodu
Parachlorellg pravdpodobré pak do druhuParachlorella kessleriUkazalo se, Ze gen pro
18S rRNA nenese dostatek informace pro jednéiEhaozliSeni kmeinH1 a Al. Zarovi
tento molekularni marker neni vhodny pro klasifikdeuhi, jako jsouC. vulgaris C.
sorokinianaa C. pyrenoidosas ramci roduChlorella, protoze tyto druhy maji sekvenci 18S
rRNA extrémr podobnou, liSici se pouze wedth axtyiech nukleotidech.

Druhy pouzity marker, plastidova 16S rRNA, neniazre vice informativni nez jeji
jaderny homolog. Co se &y produknich kmeri Al a H1, jejich sekvence jsou v tomto
piipadt opst témet identické (obrazek 5).

Vyrazny pokrok z pohledu molekularni identifikaceogulkinich kmeri rodu
Chlorella ptinesl teprveiteti sekvenovany marker a sice mezernik ITS1 (okrézdTS1 je
nejen dostate¢ variabilni k rozliSeni jednotlivych prodakich kmeri, zejména Al a H1,
ale variabilita tohoto markeru dokonce uife sestaveni kmendwspecifickych primer
pro PCR diagnostiku testovanych prodinich kmeri. Kmen H2 se ofi klastruje <P.
kesslerj kmen H1 pak dle ITS1 nélezi k drulu sorokiniana druhova pislusnost kmene
Al zistdva nejasnd. V ITS1 stromu Al tvosesterskou skupinu Kuxenochlorella

protothecoidesale tento vztah neni statistisky potgro (obrazek 6).

4. Kmenow-specifické primery

Kmenow specifické primery byly navrzeny ze se sekvenc81ITobr. 3a, 3b).
Vysledek amplifikace je ukdzan na obr. 4. DNA zd&t#o kmene byla amplifikovana i
s primery specifickymi pro zbylé dva kmeny, tzn.esfické primery pro kmen H1
(Hetl/Het2) byly zkouSeny u km&ml a H2, primery pro kmen Al (Autl/Aut2) u kmen
H1 a H2 a primery pro kmen H2 (Chlo1/Chlo2) bylgtevdny u kmeih H1 a Al. Zbyvajici
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dva kmeny slouzily tedy jako kontrola specifity nganého primeru pro dany kmen.
Sekvence specif. prim&rjsou uvedeny v tabulce 2. Specifické primery jsimstaténé

diskriminativni pro rozliSeni vSech kmencetrg hodré podobnych Al a H1. Nebyly vSak
dosud testovany na SirSim spektru kiheprotoZe tyto kmeny nejsou k dispozici. Tato

finalizace pak bude provedena mimo ramidgladané diplomové prace.

—— Chlorella sp. A1
Chlorella sp. H1
85115 Chlorella sp. .
[l Chlorella pyrenoidosa
Chlorella sorokiniana
70/53
1007100 | | Chlorella vulgaris
_ Auxenochlorella protothecoides
{Ch/orella minutissima

L Chiorella emersoni
Prototheca wickerhamii

100/100 [— '
I Chilorella protothecoides
Chilorella kessleri
I! Parachlorella kessleri
Chlorella sp. H2

Picochlorum eucaryotum
93/79 Selaginella apoda

Botrychium biternatum
Arabidopsis thaliana
Zea mays

96/91L Triticum aestivum

SUTSI L Chara sp.

8/88 Spirogyra maxima

7472 Coleochaete orbicularis

Klebsormidium faccidum
ikl ss/93r Chlorella elipsoidea
L Chilorella saccharophila
&I98L_ Chiorella mirabilis
Euglena gracilis

Ochrosphaera neapolitan

100/100 [
Emiliania huxleyi

100/100 Odontella sinensis
Skeletonema subsalsum

Cyanidium sp.
—| 61/62
Porphyra purpurea
0.1

72/50

100/93

65/53

Obr. 5 Fylogeneticky strom konstruovany na zakiatht genu pro 16S rRNA pouZzitim
metody ML. Hodnoty na spojnicichétwi udavaji bootstrapy pro ML a MP (ML = 100

replikaci, MP = 1000 replikaci).
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100r970.06 | Chlorella sp. H2
_*I! Parachlorella kessleri
£/ Parachlorella beijerinckii
* Chlorella pyrenoidosa
Closteriopsis acularis
68/85/0,73 k= Dijcloster acuatus

* L— Chlorella sorokiniana
PR Chlorella sp. H1
Auxenochlorella protothecoides

ad Chlorella sp. A1

«| Chlorella vulgaris
Chlorella sp.

Chlorella minutissima
Chlorella lobophora
— Micractinium sp.

Obr. 6. Fylogeneticky strom konstruovany na zakiadat ziskanych ze sekvence ITS1
pouzitim metody ML. Hodnoty na spojnicichktvi udavaji bootstrapy pro ML a MP (ML =

100 replikaci, MP = 1000 replikaci) a Mr. Bayes tpasr probability pro 2000 000

generaci. V mistech Bzdicek byly hodnoty bootstrap vySSi nez 90% a posterior
probability rovna 1.0

Hl A1 H3 HI Al H2 Hl Al H2

1 2 3

Obr. 4. Gel ukazujici specificky navrzené primery pro jeitiné kmeny chlorel.
1DNA kmeni (H1, Al, H2) amplifikovana s primery Het1l/Het2 siiekymi pro
heterotrofni kmen H1,
2. DNA kmen (H1, Al, H2) amplifikovana s primery Autl/Aut2 sjckymi pro
autotrofni kmen Al,
3. DNA kmen (H1, A1, H2) amplifikovana s primery Chlo1/Chlsgecifickymi
pro heterotrofni kmen H2
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E. Diskuze

1. Fylogenetick& analyza

Taxonomie roduChlorella byla dlouho problematicka a fylogeneticka pozitengch
druhi v ramci Chlorophyta neznama. V sasné dob umoziuji molekularni data i kombinace
fyziologickych, biochemickych a ultrastrukturalniamaka identifikovat jednotlivé druhy a
umistit je do systéemu. Nicmérenaky, které jsou fylogeneticky vyznamné uGChlorella,
nemuseji byt nuthtak pinosné u jinych skupifas a musi byt stanoveny nezavisle pro kazdou
skupinuias (Huss a kol., 1999)asto dochéazi ke konfrontaci, kdy se molekularriklasicka"
systematika neshoduji pro danou skupinu orgaiisdentifikace fylogeneticky signifikantnich
znaki a jejich aplikace v systematicéchto kritickych skupin by v mnohatipadech mohla
umoznit zéazeni do systému bez nutnosttawani molekularnich sekvenci. Krénjejich
hodnot pro systematiku, ma zpravidla znalost biothkych a fyziologickych vlastnosti
prakticky vyznam v zakladnim vyzkumu a biotechndldy (Kessler, 1986, 1992). Pro rod
Chlorella to zjevre neni mozné. Stopovani evohi historie skupiny organisims tak malo
variabilnimi morfologickymi a ultrastrukturalniminaky, jak je tomu u zastupcrodu
Chlorella, neni proveditelné pouze na zakladorfologickych znak.

V této praci byla fylogeneticka analyravedena na zaklagekvenci 18S rDNAGasti
plastidové 16S rDNA a sekvence ITS1. Zjistil jsetq,olé malé podjednotky,tauz jaderna
nebo plastidova, nenesou dostatek informacéepné k rozliSeni drdhC. sorokiniana C.
vulgaris a C. pyrenoidosav rdmci roduChlorella. Jina mozna interpretace p#ka, Ze tyto
chlorely mohou reprezentovat jeden druh. Moje araltgz jasé potvrzuje polyfylii a tak i
taxonomickou neplatnost tohoto rodu. Sekvence neemgého mezerniku (ITS1) nesou
dostatek informace jak pro rozliSeni jednotlivyamdai, tak pro sestaveni primepro PCR
diagnostiku (viz. nize). Jeeba ale poznamenat, Ze topologie ziskana analye®u filis
neodpovida topologii dalSich dvou analyzovanychigen

Moje vysledky jasé ukazuji na nutnost taxonomické revigas ftazenych do rodu
Chlorella. Je také i&jmé, Ze morfologické znaky, které slouzi ke klesSidklasifikaci fas
polyfyletického roduChlorella, jsou vyrazg ovlivnény konvergenci.

32



2. Hledani specifickych primefi: PCR diagnostika

Hlavnim cilem této prace bylo nalezeni kmehapecifickych primer pro 3 kmeny
chlorel, podle nichZ bude mozné jednasmaa spolehli¢ diagnostikovat dany kmen. Protoze
vSechny druhy rodiChlorella jsou organismy jednobgéné s kokalni stélkou a na zakéad
morfologie jsou rozpoznatelné pouzeékieré druhy a to jeStvelmi obtizr, byla nutna
charakterizace na molekularni Urovni. Pro vyero takového markeru bylo nezbytné najit
natolik variabilni sekvenci, ktera se bude dostatdiSit i na mezidruhoveé urovni a mohla tak
byt k tomuto éelu pouzita. Z eive publikovanych studii, které se zabyval§fbpzenskymi
vztahy zelenychas (Huss a kol. 1999), a obzvis$trodu Chlorella (Wu a kol., 2001), byla
vybréna jaderna 18S rDNA a plastidova 16S rDNAracp (Wu a kol., 2001) bylyipvzaty
primery pro 16S rDNA, které amplifikovaly 520 bpcatku genu. Po osekvenovani této oblasti
bylo zejmé, Ze tento gen pro na&elivhodny nebude. Z celého Useku se sekvence (idilze
ve dvou nukleotidech. Ze sekvendizmych druli chlorel, u nichz byla mala plastidova
podjednotka sekvenovana cela (datevpaté z NCBI), byl vytviien alignment za dglem
Zjisténi, zda se &aka variabilgjSi oblast nenachazi v jin&sti genu. 16S rDNA je uzZitra
pro charakteristiku ifbuzenskych vztahod rodi vySe, pro odhalovani vztama mezidruhové
arovni viak pilis vhodny neni.

DalSi variantou zkoumanou v této praci byl gen malou jadernou podjednotku (18S
rDNA). Tento gen byl zarove pouzit pro fylogenetickou analyzu. 18S rDNA byla
amplifikovana cela (1741 bp). Préel navrzeni kmenavspecifickych primet nebyl ani tento
gen vhodny. Sekvence v nejvarialéjBich oblastech, které by bylo mozné zahrnout dogéo
primeru, se liSila nanejvys ve dvou nukleotidecty ay bylo k vytvdeni specifického markeru
ziejmé mélo. Uspch slavily az sekvence ziskané z ITS1 (internaisiceibed spacer). Oblast
ITS1 se nachazi mezi 18S rDNA a 5,8S rDNA (obrajgji délka u rChlorella je 241 bp.
Dostaténa variabilita v mnoha pozicich tiznych druli a kmeri chlorel umoznila vytvieni

primert, které jednoznmeé vymezuji gislusny kmen.
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F. Zavér

V této praci byly studovany 3 kmer@hlorella spp., které dodala Laborattasovych
biotechnologii Mikrobiologického Ustavu AWR (Tiebai, Ceska republika), heterotrofni
kmeny H1 a H2 a autotrofni kmen Al&ét&i pozornost byladnovana kmetim H1 a Al, které
v Tieboni produkuji pro vyrobu potravinovych dbikh pro lidi (Al) a jako pidavek do
krmnych sndsi pro zviata (H1).

Fylogenetickd analyza byla provedena na zaklggémi pro malou jadernou a
plastidovou podjednotku aftgpisovaného jaderného mezerniku ITS1. Z fylogekatit
stromi je patrné, Ze se v sekvencich 18S rDNA a 16SADKhy @ilis nelisi, v ugitych
piipadech by dokonce mohlo jit o tentyz druh. Z fa&meri se vyrazgji odliSuje kmen H2,
ktery ve vSech stromech vySel nejblize k druRarachlorella kesslera prav@podobré se
jedna o tento drurKmeny H1 a Al jsou si velmi podobné a rozdily bggznamenany az na
z&klad analyzy velmi variabilniho ITS1. Vysledky ukazujte kmen H1 je s nejtsi
pravdEpodobnosti Chlorella sorokiniana a Al tvai sesterskou skupinu s druhem
Auxenochlorella protothecoides

Zadny z &chto i kmeni nebyl doposud charakterizovan molekularnimi metdda
Specifické markery pro vSechny 3 kmeny byly odvgzee sekvence ITS1. Molekularni
charakterizace byla nezbytna nejen proto, Ze jéisitgokmeny chlorel jsou k nerozeznani
podobné, ale také proto, Ze Labotd@msovych biotechnologii ma v amyslu si nechat kmén H

patentovat, coz by bez moznosti identifikace nagkiarni arovni nebylo mozné.
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. Prilohy

druh

Accession number 18S rDNA

Arabidopsis thaliana
Botryococcus braunii
Bulbochaete hiloensis
Desmococcus olivaceus
Dicloster acuatus
Dunaliella salina
Emiliania huxleyi
Hydrodictyon reticulatum
Chlorella ellipsoidea
Chlorella homosphaera
Chlorella luteoviridis
Chlorella minutisima
Chlorella mirabilis
Chlorella pyrenoidosa
Chlorella saccharophila
Chlorella sorokiniana
Chlorella vulgaris
Chlorogonium euchlorum
Klebsormidium flaccidum
Meyerella planktonica
Micractinium sp.
Muriella zofingiensis
Nannochloris maculata
Nitella capillaris
Oedogonium nodulosum
Parachlorella beijerinckii
Parachlorella kessleri
Prasiola crispa
Prototheca wickerhamii
Scenedesmus regularis
Stichococcus sp.
Synura uvella

Trebouxia erici
Trentepohlia arborum
Ulva rigida

Volvox carteri
Watanabea reniformis

X16077
AJ581912
U83132
EU434017
FM205848
EF473749
AF184167
M74497
X63520
X73996
AB006045
AB006046
X74000
AB240151
X63505
X62441
AB080308
AB278610
M95613
AY543042
FM205877
X74004
AB080302
AJ250111
DQO018735
FM205845
AB080309
EF200532
X56099
AB037095
AB183601
u73222
AB080310
DQ399589
AJ005414
X53904
X73991

Tabulka 1. Organismy zahrnuté v analyze 18S rDNA a jejich Bk accession numbers.
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druh

Accession number 16S rDNA

Arabidopsis thaliana

Auxenochlorella protothecoides

Botrychium biternatum
Coleochate orbicularis
Cyanidiumsp.

Emiliania huxleyi
Euglena gracilis
Charasp.

Chlorella ellispoidea
Chlorella emersoni
Chlorella kessleri
Chlorella minutissima
Chlorella mirabilis
Chlorella protothecoides
Chlorella pyrenoidosa
Chlorella saccharophila
Chlorella sorokiniana
Chlorellasp.

Chlorella vulgaris
Klebsormidium flaccidum
Nitella flexilis

Odontella sinensis
Ochrosphaera neapolitan
Parachlorella kessleri
Picochlorum eucaryotum
Porphyra purpurea
Prototheca wickerhamii
Selaginella apoda
Skeletonema subsalsum
Spirogyra maxima
Triticum aestivum

Zea mays

AP000423
AY553213
U24581
u24579
FJ390400
AY741371
X70810
X75519
X12742
AJ242751
D11346
EF030601
X65100
X65688
AJ387756
D11348
X65689
AJ387757
AF350259
AF393598
AF278748
AJ536457
X80390
FJ968741
X76084
u38804
AJ245645
U24591
FJ002182
AF393611
AJ239003
X86563

Tabulka 2. Organismy zahrnuté v analyze 16S rDNA a jejich Bk accession numbers.
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druh Accession number ITS1
Auxenochlorella protothecoides EU038291
Closteriopsis acularis FM205847
Dicloster acuatus FM205848
Chlorella lobophora FM205833
Chlorella minutissima EF030581
Chlorella pyrenoidosa EU038290
Chlorella sorokiniana FM205860
Chlorellasp. EF030584
Chlorella vulgaris AB162910
Micractiniumsp. FM205879
Parachlorella beijerinckii FM205845
Parachlorella kessleri FM205885

Tabulka 3. Organismy zahrnuté v analyze ITS1 a jejich GenBardession numbers.

gen 18S rDNA 16S rDNA ITS1
lant | —
ampl IKacnl . | ]
schéma : | I P
1741 1441 241
celkova [H1 1692 pb 513 pb 211 pb
velikost
fragment |Al 1692 pb 502 pb 211 pb
uzitych v
analyze |H2 1692 pb 508 pb 211 pb

Tabulka 4. Schématické znazoni jednotlivych amplikof a velikosti asemblovanych
gen

Sekvence ¥i kmeni chlorel pro molekularni identifikaci a patentovouochranu (kmen
H1)

Nasledujici pasaz o rozsahu 3 stran obsahuje atagoskuténosti a je obsazena pouze
v archivovaném originéle diplomové prace uloZzen@nftirodowdecké fakuk JU.
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